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bajo las leyes del Estado de Delaware. 
„r...U.. Inte-natic.! n _. ,.0- Bo, 8000. Cliffs, IN. J—X 

07632. 

ser incorporada a una masa para 
(r v0 m„l.: y«^ tt ^ tle, yTetardar el envejecinuento de Los alin.ent.oe 

horneados -" 

(57) neswmen, palabras clave y dibujo o formula: 

Una composicion enzimatica compuesta por una enzi™ alf a-andlasa 
fungica dcidoestable y una enzin* alfa-amilasa bacterial retarda el 
endurecimiento de productos horneados a niveles de bajas dosis sin afechar 
adversa.ente las caracter£sticas organoids de las mercaderias horneadas y 
sin goncsidad significative. La composicidn se puede agregar a la m asa o 
esponja en el procesc de fabricacion de product** de panader£a. La enzima 
alfa^ndlasa fOngica acidoestable tiene una actividad 6ptim a un pH de 
cerca de 3,0 a cerca de 5,0 a una temperature de cerca de 60 a cerca de 73'C, 
y u enzi.a alfa-a^ilasa bacterial tiene « actividad optima a un pH de cerca 
de 5,0 a cerca de 7,0 a una temperatura de cerca de 100 a cerca de 110 C. La 
proporcio. de la enzi»a acidcstable a la enzi^a bacterial en unidades por 
gramo de harina es de cerca de 0,05:0,005 a cerca de 1,0:0,1. 



Docunentos citndos: 
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MEMORIA EXPLICATIVA 

3 9 



ANTECEDCNTES nF LA INVENCION 



Alcance la invencion 

E sta inveneidn se refiere a use d. ciertas cc»posiciones de enzi»as que 
pueden ser incorporadas a una *asa o esponja para .ejcrar la blandura y 
retardar =1 envejecimiento de los alircentos horneados. 

n.-mrinci6n Ha inventos relaclonados 

Q fendmeno del endure=i»iento del pan no se eonoce co^pleta^nte. 
endureci^iento da! pan esta relacionadq gan.ral.ent. a la retrograded del 
sl^don, o a la asocial da las KeUU. del ai™id6n para f—r »« * 

Ho ia Hureza del pan con el pasaje 
cristalinidad que resultan en un aurtento de la dureza oa p 

. . .. „ h. ^™isiderable inportancia econonnca para 
del tlanpo. El envejecimiento es de considerate w 

us panaderias ^cristas ya que llndta el tle^o da almacenaniento en =1 
.stante de las ^rcad.r £ as en !os negocios Crista, a alrededor 
dies, ad OT as de varies dias adicionales en .1 hogar del consider despues da 
U c^pra. La brevedad del U»c— **o a*isible en el estanta de las 
m ercad.rias Nomeadas ha requerido que las panadarlas al per mayor tengan 
sist^as ..parados de distri^ion que oper.n indep.ndienta.ante de los ^ 
„nales usuales de la Oistribucion de mercaderias empacadas. el area 

c OT ercial de una panaderi, esta generate limitada por el radio maximo que 

el sistema de distribucidn puede abarcar en 24 horas. 
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Los quimicos cerealistas y los tecnicos panaderos han descubierto que 3 9 4 S 
existen varios emulsificadores quimicos que tiene alguna influencia en la 
extension del almacenamiento en estante de las mercaderias horneadas, tales 
como el pan. Sin embargo, los emulsificadores quimicos son solo parciaimente 
eficaces en reducir el endurecimiento del pan. Se han agregado monogliceridos 
y otros emulsificadores al pan para mejorar su blandura. Aunque estos 
emulsificares producen un pan mas blando, tienen poca influencia en reducir la 
rapidez con la que el pan se endurece. El termino "mercaderias horneadas" 
tambien connota aplicaeidn a tales productos como bollos, panecillos, 
Pizcochos, bunuelos, galletas y tortas. 

Se han utilizado enzimas de varios tipos en la coccidn de alimentos y 
algunas han sido utilizadas con el propdsito especifico de inhibir el 
endurecimiento. 

La enzima de cereal alfa-amilasa en forma de cebada malteada se agrega 
comunmente a la harina de trigo para pan con el fin de normalizar su 
comportamiento en el horneado. La alfa-amilasa de cereal es mas activa a un 
pH de cerca de 6 y a una temperatura de alrededor de 70 a 75'C. 

La enzima "alfa-amilasa hongosa" como se la conoce en las industrias 
panaderas y de enzimas, se relaciona generalmente a enzimas hechas de 
Aspergillus oryzae , y puede tambien utilizarse para normalizar el desempeno 
del horneado. La enzima es mas. activa a un pH de cerca de 6 y a una 
temperatura de aproximadamente de 50 a 55 C. 

La enzima "alfa-amilasa bacterial", como el termino es utilizado en las 
industrias panaderas y de enzimas, se refiere mas a menudo a las enzimas 
hechas de Bacillus subtilis , que son utilizadas para inhibir el 
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env.jeci-dentc. La =nzi M es «* a un pH d. =.rc. d. 7 , una 

temper atura de aproximadamente 75 a 80 C- 

U solicitud de patente U.S. Serie No. 07/419.980. pzesentada el U 
oc.ubce de 1989. describe una «*«« alfa^nilasa fungic. icida ..table oue 
puede derivarse da un hongo pero que es distinta de las alfa-anilasas de 
cereal, hor^osa y bacteria! ^ncio-das ant.rl.r M nte. Tiene una actividad 

. , n * <s n v a una temperatura de aproximadamente 60 
maxima a un pH de cerca de 3,0 a 5,0 y a una cecnpe 

^ , ,,mtzadas en la composicidn de enzimas de 

a 75°C. Esta es una de las enzirnas utilizaaas en xa 

la presente irwencidn. 

Un m =todo enzi*aUco para retardar el endureciMento del pan se declara 
en la patent. U.S. No. 7...15.810 de «« • involucr. .1 uso de una enzi»a 
alfa-amilasa bacterial tegmenta estable para atacar los granules de 
almidon gelatinizados durante el horneado. 

Un refinamiento del n^todo Stone se deaeribe en la patent. U.S. No. 

» »9,» 4 S d. CeSteranis d-l« «" >» * 

ias enzi™as protaotfticas presented en las preparacione. * enzimas de 
alfa-anilaaa bacterial termca.ente .stables obtenidas de extractcs de 
Bacillus subtilis , ■- ^ner^ilis u otras ruentes mlcrobiales 

Z refinance adici^l esta dado en la patante U.S. No. - 
Carroll et*. due declare el use d. u~ a*ilasa bacterial tlr~t= 
.stable en conjunto con pululanasa para contrarrestar » S problems de los 
^todos * Ston. y de OeStefani. CarroU et_al declare due .n 

ei ofUio panadero generate s. dasirica a las alfa-a^Usas de acuerdo a 
su origen, c tectorial, t^sa , cereal. ta*ien observando ou. U. 
am ilasas nongosas exhiben relatival, baj, estabilidad te^ica y se 
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desactivan relativamente ccn rapidez por encima de 65'C Es asf que las 
amilasas hongosas na estan contempladas para la practica de la invention de 
Carroll et_al, que comprende la adicldn de una mezcla de enzimas de 
alfa-amilasas cereal o bacterial y una pululanasa a la masa, en proporciones 
de 0,23 a 5 SKB (unidades de alfa-amilasa) y 5 a 75 PUN (unidades de enzima 
desramificadora) por 100 gramos de harina. 

Un inconveniente de los metodos de Stone, DeStefanis etal y Carroll et_ 
al es la tendencia de las alfa-amilasas bacteriales y cexeales termicamente 
estables de permanecer actives daiasiado tienpo durante el horneado y de 
causar gomosidad en el prcducto terminado. Como resultado, estos metodos 
requieren un grado de control de las dosis y de las relaciones de las enzimas 
que puede ser comercialmente impractico. 

La patente U.S. 4,320,151 de Cole declara que la estabilidad termica de 
una alfa-amilasa hongosa aumenta substancialmente dispersando soluciones 
acuosas de la enzima en soluciones azucaradas concentradas. La enzima 
alfa-amilasa hongosa protegida con azucar sobrevive la incoporacion en la masa 
y permanece activa hasta que se alcanza la temperatura a la cual ocurre la 
gelatinizacion de alnddcn. Es asi que 1.. soluciones de alfa-andlasa hongosa 
protegidas con azucar retienen su actividad hidrolizadora del almid6n, aun 
cuando se calienten a t^peraturas muy per enzima de aquellas a las cuales la 
enzima deberia ser conpletamente desnaturalizada. Sin embargo, los cambios de 
procesos e ingredientes requeridos hacen a este metodo inapropiado para un 
numero de aplicaciones de panaderla. 

La patente rusa 659,617 declara la produccidn de una cepa de 
ndcroorganismos de la cual se obtiene alfa-amilasa resistente a los acidos y 
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enzimas glucoamilasa. La cepa, Aspergillus niger 1A7-A, se obtiene tratando 
Aspergillus niger 475 con radiacion ultravioleta. En un ejemplo de esta 
patente, se horned pan utilizando una preparacidn de enzima alfa-amilasa 
resistente a los acidos y glucoamilasa de A. niger 147-A, y el resultado fue 
un proceso de endurecimiento mas lento. La alfa-amilasa es el producto de una 
cepa mutante de A. niger , que no se encuentra directamente en la naturaleza, y 
la alfa-amilasa resistente a los acidos producida a partir de A. niger 147-A 
pierde irreversiblemente su actividad a un pH de 3.0. 

La patente canadiense No. 880,703 de Grampp et al declara una 
alfa-amilasa bacterial termola'bil que no tiende a crear el problema de 
gomosidad de las alfa-amilasas bacteriales comunes. Sin embargo, esta enzima 
no es suficientemente termoestable para inhibir el. endurecimiento y no es 
acidoestable. 

La patente Vidal U.S. A, 160,848 declara una composicion antiendurecedora 
que contiene una combinacion de un ester de glicerina y un acido graso y otra 
de acidos grasos substituidos y no substituidos que se combinan 
preferiblemente con una enzima seleccionada de alfa-amilasa, amiloglucosidasa 
y lipasa derivada de mono. Se declaran como ejemplo las alfa-amilasas 
derivadas de Aspergillus oryzae . La referenda declara la adicion de la 
composicion a la masa o esponja. 

G. Bussiere et al en "La utilizacion de alfa-amilasa y glucoamilasa en 
la tecnologia de panaderia industrial", Annales de te chnologie agricole, 
volumen 23 (2), pags. 175 a 189 (1974), declara estudios sobre la funcidn de 
las alfa-amilasas de origen bacterial y la glucoamilasa en la tecnologia de 
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• ' H l nan Esta referenda ensena que s61o las alf a-amilasas de 

la fabricacion del pan. E.sca rere*c 

orig en bacterial son efectivas para retardar el endurecimientc . 

qiMARlO OE LA INVENCION 

- - -.I-* basada en el descubrimiento de que las 
La present e invencion esta basaaa en 

• . , iMS alfa-ami-lasas microbials acidc estables que 
combinaciones de ciertas enzimas alfa anu.ia K _. orial 
nan sido darivadas de -,1-n*. - ciertas en Zl „as * al,a-a^asa b-t«^ 
p . tmlt sn sacar venta.a * Us p»pi— — - 

U«.o gue se evitan alg^nas * sua desventajas. Se na ea^ien encon„ado gue 

la COTC in,ci6n da e„z*as ctl« - "tarda, el entente con una 

total * ^ inkier a U P- * — ™ 

por si itiisma. Esto puede «sultar en on significative ahorro p,ra el 
panadero, parties™- - vi,ta dal ^tlv-*. alto coato * Us en^as 
nongosas. La cc^oslcion da la en 2im a d. la invencion raUrda el 
and^in-ientc da las ™rcaderias horneadas sin afectar advent* las 
caracteristicas organolaptlcas de dichas »rcade t£ as. La gc^osidad gue 
relaciona nor^nte con al uso de co^osiciones MURleu . 

.1 c lac hates dosis utilizada oe 
antiendurecedoras tambien se minima debido a las bajas 

acuerdo a la invencion. 

«. aspaciric^nte, la presanta invencion provae «, procsso para 
^icactfn da product — gue t^gan resistencia a! en.— c 
^an*, a la rasa o ..^a - — — ^ ^ '"'""^ ' 
„ „i. . d«da U — « «~ « 

Ho , o - cerca de 5,0 a temperatures de 
actividad dptima a un pH de cerca de 3,0 a cerca o 

^ -7c;«r w la enzima bacterial tiene una 
aproximadamente 60 a cerca de 75 C, y la enzima 



i o¥?To ." ~p k n 'P. i^oosThi aTJ 
JnECEPCIGN De DQCUMFNTr.i 



17/04/2002 15:50 +4402380719800 DYOUNG PAGE 54/68 




actividad optima a un pH de aproximadamente 5,0 a cerca de 7,0 a t&nperaturas 
aproximadas de 100 a 110 'C, 

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS 

La Figura 1 ilustra graficamente el resultado de los ensayos de firmeza 
la rniga tornados de la Tabla 1 en el Ejemplo 1, que se explica mas adelante 
esta especificacidn. 

La Figura 2 ilustra graficamente el resultado de los ensayos de firmeza 
la miga tornados de la Tabla 3 en el Ejemplo 2, que se explica mas adelante 
esta especificacidn. 

DESCRIPCION DETALLAOA DE LAS REALIZACIONES FREFERIDAS 

De acuerdo con la present© invencidn, se ha encontrado que la 
composicidn de enzimas retarda el endurecimiento de las mercaderias horneadas 
sin afectar adversamente las propiedades organolepticas de dichas mercaderias 
y sin gomosidad significativa. 

Las mercaderias horneadas que mejoraron sus propiedades 
antiendurecedoras de acuerdo con esta invencidn incluyen panes, panecillos, 
bizcochos, roscas de pan; y similares; pasteles, tortas y otros product os horneados, 

La enzima acidoestable utilizada en la composicidn de esta invencidn 
tiene una actividad optima a un pH de cerca de 3 a cerca de 5, p^er ariblemente 
alrededor de 3,5 a cerca de 4,5, a tempera turas de aproximadamen ce 50 a cerca 
75*0, preferiblemente alrededor de 65 a 70'C. La enzima sobrevi/e la 
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incorporation en una masa y permanece activa a temperaturas superiores de 
cerca de 60 Q C donde ocurre la gelatinizacidn del almidon, sin necesidad de la 
proteccidn de azucar como se declara en la patente U.S. A, 320,151 de Cole. A 
temperatures superiores a los 70*C, que ocurren posteriormente durante el 
proceso de horneado, la enzijna est a completamente inactivada y de este modo no 
tiene tendencia a hidrolizar excesivamente el almidon y causar gomosidad en el 
producto terminado. 

La enzima acidoestable puede derivarse de un hongo, tal como el 
Aspergilli negro. Ejemplos del Aspergilli negro incluyen Aspergillus awamori , 
Aspergillus usanii , Aspergillus niger , Aspergillus saitoi , Aspergillus inui , 
Aspergillus aureus y Aspergillus nakazawai . Una enzima acidoestable apropiada 
para esta aplicacion esla carbohidrasa de hornear MULTIFRESH(R) que se 
consigue en Enzyme Bio-Systems Ltd., Sylvan Avenue, Englewood Cliffs, Nueva 
Jersey 07632 E.U.A. 

Es comunmente sabido que el Aspergilli antes mencionado tambien produce 
una enzima glucoamilasa como tambien una enzima alfa-amilasa que pierde su 
actividad en condiciones <Scidas. En 1963, Y. Minoda et al , informaron que 
cuando los Aspergilli negros eran cultivados en condiciones apropiacias, podian 
tambien producir una enzima alfa-amilasa acidoestable que mostrara actividad 
dextrinizadora atfn despues de un tratamiento acido a un pH de 2,5 a J7 C 
durante 30 minutos ( Aqr. Biol. Chem ., Volumen 27, No. 11, pags. 806 a 811, 
1963 (parte 1); Volumen 32, No. 1, pags. 104 a 109, 1968 (parte 2); Volumen 
32, No. 1, pags, 110 to 113 (parte 3). Los metodospara producir 
alfa-amilasas acidoestables mediante el cultivo de diferentes Aspergilli 
negros se declaran en la solicitud de patente europea 138, 428 de Heidt-Hanson 



t 



17/04/2802 15:50 +4402380719800 

4 



DYOUNG 



PAGE 56/68 



-9- 



1 0 



et^al y en la patente canadiense 663,274 de Yamada et_al. 

Las propiedades de la alfa-amilasa a'cidoestable en varies es P ,cie S de 
Aseergilli negros han recibido amplia atencio'n y estudio, por ejempio, G. K. 
Kvasitadzae et^l, "Acid-Stable and Acid-Labile Alpha Aclases of Mold, fungi 
Aspergillus* , BIOCHEMISTRY USSR, .3 (9) p arte 2, pags. 1330 to 1336- (1978); Y. 
Minoda et^i, « La estructura y la funcidn de alfa-amilasa acidoestable de 
ASp6rqilIi nBorM "' DENPUN KAGAKU (publicacidn de la Sociedad Japonesa de 
Ciencias del Almiddn, Volumen 21, No. 3, pigs. 172 a 189 (1974). L. S. Wingard 
Jr. et_al, editor, "Bioquimica y bioingenieraa aplicadas", volumen 2 - 
Jecnologia de _ e nzimas, pag. 61 (Academic Press 1979); T. T. Hansen, 
"Posibilidades de la apiicacidn industrial de una alfa-amilasa acidoestable de 
Aspergillus niqer" , NUEVOS METOQOS SOBRE LA INVESTTjGACION DE CARHnH.QRATOS OE 
CEREALES , pags. 211 a 216 (Elsevier Science Publishers, Amsterdam, 1985). 

La solicitud de patente europea 140,410 de Ducroo et al , declsra el 
aislamiento de una amilsisa acida fungica de la amiloglucosidasa, 
preferiblemente Aspergillus nioer. La amilasa a'cida produce la o'ptima 
sacarificacidn a un pH entre 3,5 y 5,0 a temperaturas de cerca de 60 a 75*C y 
es estable durante un periodo de varies meses en condiciones ordina.ias de 
almacenamiento. 

La actividad de la enzima acidoestable esta determinada par eJ. siguiente 
me'todo de ensayo interactive. Se prepara una solucidn acuosa de la 
alfa-amilasa acidoestable que contenga una cantidad estimada de 0,04 a 0,10 
unitades de la alfa-amilasa (AU) por mililitro (ml). Un ml de solucidn de 
enzima se agrega a 4,0 ml de una solucidn de almiddn al 1,25* a 60*C 
conteniendo 0,125 Moles (M) de un amortiguador de acetato de pH de :>,8. 
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La enzima bacterial utilizada en la composicion de la presente invencion 
tiene una actividad optima a un pH de cerca de 5 a cerca de 7 a temper aturas 
desde unos 100 a unos 110*C. Esta enzima puede ser derivada del Bacillus 
stearothermophilus . Una enzima bacterial apropiada para esta aplicacidn es la 
G-ZYMER G995 disponible de Enzyme Bio-Systems Ltd., Sylvan Avenue, Englewood 
Cliffs, Nueva Jersey 07632 E.U.A. 

La actividad de la enzima bacterial esta" determinada por el siguiente 

procedimiento . 

Se deja a la enzima reaccionar con una disolucidn normal de almidon en 
condiciones controladas. La actividad de la enzima se determina por el 
grado de hidrdiisis del almiddn, segun se refleja en un decrecimiento de 
la capacidad de la mancha de iodo, que se mide espectrofotometricamente. 
La unidad de la actividad de la alfa-amilasa bacterial es la cantidad de 
enzima requerida para hidrolizar 10 miligramos de almidon por minuto en 
las condiciones del procedimiento. 

Se disuelve de 0,3 a 0,5 gramos de muestra sdlida o de 0,3 a 1,0 
mililitros de una muestra liquida, en una cantidad suficiente de cloruro 
de calcio acuoso de 0,0025 Moles para producir una solucion enzimatica 
que contenga aproximadamente 0,25 unidades de actividad por mililitro. 

Una mezcla de 10 mililitros de una solucion de almiddn soluble de IX, 
equilibrada a 60* C, y 1 mililitro de la muestra de enzima que quiera 
probarse, se mezcla y se mantiene en un baRo a una temperatura constante 
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Despues de exact amente 3 minutos, se sac a una parte alicuota de 1,0 ml de la 
mezcla de reaccidn, y se agrega inmediatamente a 3,0 ml de una solucidn de 
iodo de 0,100%, y diluido a 100 ml con agua destilada. La solucidn de iodo se 
prepara agregando 2,0 ml de una solucidn de iodo al 5,00* (10 grarnos de ioduro 
de potasio mas 5,00 grarnos de iodo resublimado diluido en 100 ml. con agua 
destilada) a 4 ml de 5M^ de acido acetico y diluido a 100 ml con agu^ 
destilada. Una segunda parte alxcuota de 1,0 ml se saca a exacta;nente 13 
minutos de la mezcla de reaccidn y se trata como se indicd anteriormente. Se 
dexermina la absorbancia de cada muestra a 650 nanometres (nm) en una celda de 
1 centimetro. La actividad se calcula de la manera siguiente: 

KM/ (ml o gramo) = 0,2303 log (Absorbancia, 3 min } Dfr 

Absorbancia, 13 min 

donde DF = factor de dilucidn utilizado en preparar la enzima diluida, 
determinada dividiendo el volumen final de la muescra de la 
enzima diluida por el peso en grarnos de la muestra de enzima 
inicialmente agregada. A continuacidn se dan algunos 
ejemplos;. 

Actividad estimada 



(unidades alfa-amilasa Factor de 

por ml o graroo) Diluir dilucidn (OF) 



0,1 o menos 1 

0,11 a 0,25 40 a 100 ml 2,5 

0,26 a 0,50 20 a 100 ml 5 

0,51 a 1,0 10 a 100 ml 10 

1,1 a 2,5 40 a 1000 ml 25 

2,6 a 5,0 20 a 1000 ml 50 

5,1 a 10,0 10 a 1000 ml 100 
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de 60'c por exactamente 10 minutos. Se saca una muestra de 1 ndliliffl | g 
y se agrega una mezcla de .1 mililitro de acido clorhfdrico. acuoso de 1 
Mol y cerca de 50 militros de agua destllada. La eapacidad de la mancha 
, de iodo de una muestra acidifi cada se determina luego al agregar 3,0 
znililitros de una solucio'n de 0.05* de iodo. diluvendo hasta 100 
mililitro, con agua destllada y mezclandolo bien. La absorbancia de la 
solucidn, relativa a la del agua destllada, se mide a 620 nanometres, en 
una celda de 2 centfmetros. se hace una medicio'n similar de la solucio'n 
normal de almiddn (a la CU al se agrego agua en lugar de la solucio'n 
enzirmtica) para proveer una absorbancia en bianco. 

La actividad enzimatica, en unidades/gramo o /mililitros es igual a 
(Absorbancia en bianco - Absorbancia de la nuestra) X DF X SO 
Absorbancia en Blanco X 10 X 10 
En la ejecucio'n de la invencio'n, las composiciones enzima'ticas se 
emplean como anadiduras a la harina utilizada para hornear. Las relaciones de 
las dosis relativas de la enzima a'cidoestable a la enzima bacterial son de 
cerca de 0,05:0,005 de unidades de alfa-amilasa por gramo de harina, a cerca 
de 1,0:0,1 unidades de alfa-amilasa por gramo de harina. Las relaciones 
preferidas son de cerca de 0,1:0,01 de unidades de alfa-amilasa por gramo de 
harina, a cerca de 0,5:0,05 de unidades de alfa-amilasa por gramo de harina. 
El peso de la harina se refiere al total de la 1 harina utilizada para hacer el 
producto horneado. As£, cuando se utiliza una esponja, el peso de la harina 
en ella se agrega al peso de la harina en la masa y la suma se utiliza como el 
denominador para calcular las unidades de alfa-amilasa por gramo de harina. 
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La composicidn enzimatica de la presente invencidn puede prepararse^ 9 IS 3 
"ezclando la enzi™ acidoestable con la enzima bacterial previamente a 
-Plearlas en el proceso de horneado, o alias pueden agregarse individuate 
e» la relacldn deseada a un ingrediante utilizado en el proceso de horneado. 
U cc^osicion ccmprende la enzina alfa^nilasa fvingica acidoestable y I a 
enzima alfa-amilasa bacterial en una proporcidn de cerca de 5 a cerca de 100 
unidades de alfa-amil asa en la enzima acidoestable, a cerca de 0,5 a cerca de 
10 unidades alfa-amilasa de la enzima bacterial. 

La composicidn enzimatica, a sus componentes de enzima, pueden emplearse 
como una solucio'n acuosa concentrada o en forma so'lida. En el proceso de 
horneado, la composicidn enzimatica, o sus componentes de enzima, pueden 
agregarse a cualquier ingrediante de la esponja o masa, tal cono harina, 
levadura o agua, o pued^ agregarse despue's de todos los otros ingredientes 
durante la operacidn de mezclado. • 

Las mercaderias horneadas preparadas que utilizan la composicidn de la 
P^sente invenci6n exhiben excelentes propiedades anticndurecedoras con 
niveles de la dosis de enzima inferiores a los generalmente utilizados en el 
oficio. Los productos horneados permanecen blandos por ma's tiempo, segun las 
pruebas de firmeza de miga descritas en los ejemplos establecidos en esta 
especificacidn. 

Otro beneficio de la enzima es su habilidad de reducir o eliminar la 
adicion de otros ingredientes como acondicionadores , por ejeirplo lactato 
estearllico sodico, y agentes ablandadores como monaglieeridos, digliceridos y 
otros emulsificadores. 

Los siguientes ejemplos ilustran realizaciones especificas de esta 
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invencidn. En estos ejerrplos y en todas las especificaciones, todas las 39 4 8 J 
partes y porcentajes son en peso, a menos que se indique lo contrario. 



EJEMPLO 1 



Las enzimas fueron probadas en un laboratorio de ensayo panadero comercial 
utilizando un proceso de esponja y masa. Se utiHrf la siguiente formula: 



INGREDIENTES 



Peso (g) 



2100 
3 



Esponja Harina de pan (11,5* de protelna) 

Alimento de levadura mineral (bromado) 
Lactato estearilico s6dico 11 » 2 

Levadura comprinvida 
Agua 

Masa Harina de pan 

Leche seca desgrasada 
Sal 

Propionato de calcio 
Aceite de soya 
Ablandador de miga (GMS-90) 
Jarabe de ma£z de alta fructuosa de U2% 
Agua y hielo 



75 
1260 
900 
60 
60 
3 
60 
30 
255 
1*66, 
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Los ingredientes de la esponja fueron mezclados y se dejaron fermentar por 3,5 ^ ^ 
horas (la tenperatura final fue de 84*C). Los ingredientes de la masa fi*Ui£ U O 
agregados y la masa pes<5 526 g/pan. Los panes se dejaron elevar hasta una 
altuca de 100 +/- 1 milimetro con anterioridad al horneado a 435'F durante 18 
minutes. Los panes fueron enfriados durante una hora a temperatura ambiente y 
embolsados para almacenamiento . (El ablandador de miga GMS-90 es un 
monoglicerido hidratado que se obtiene de Breddo Inc., Kansas City, Missouri, 
EUA) - 

Al dia siguiente del horneado se rebanaron mecanicamente tres panes para 
evaluar sus cualidades externas, internas y comestibles. Se midid la firmeza 
de la miga con un aparato de ensayo de alimentos Instron de acuerdo a la 
Asociaci6n Americana de Quimicos Cerealistas, Metodo 74-0?. La firmeza de la 
miga se especificd en gramos de fuerza requeridos para comprimir 6,2 
milxmetros dos rebanadas de pan con un disco piano de 36 milimetros de 
diametro a un regimen de compresidn de 100 milimetros por minuto. Las 
mediciones de la firmeza de la miga se repitieron en el cuarto y el septimo 
dia despues del horneado. 

Las enzimas fueron obtenidas de Enzyme Bio-Systems Ltd., Englewood Cliffs, 
Nueva Jersey, EUA. Las enzimas probadas fueron una preparacidn de 
alfa-amilasa bacterial de Bacillus stearo thermophilus, y una preparacidn de 
alfa-amilasa hongosa derivada de Aspergillus niger. La amilasa bacterial se 
vende como alfa-amilasa G-Zyme* G995 y la alfa-amilasa hongosa se vende como 
MultifreshMR alfa-amilasa. Las enzimas liquidas fueron agregadas con los 
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adicion de 



ingredientes de la esponja. La Tabla 1 y Figura 1 indican que la 
muy bajos niveles de la alfa-amilasa bacterial fue en s£ misma ineficaz para 
reducir el aumento de la firmeza del pan. Cuando este nivel de epzima 
bacterial fue incluido con bajos niveles de alfa-amilasa hongosa 
del aumento de la firmeza del pan fue mayor que con cualquiera de 
solas, y comparable a la que se obtiene con una relacidn cuatro veces mayor de 
una adicion de alfa-amilasa hongosa. 

CUADRO 1 



Encima 

u.enzima/g total de harina 
a-amilasa hongosa a-amilasa bacterial 



Firmeza de la miga 
Dias despi te s del horneado 
Bia 4 



Ola 1 



"DTaT 



1,1 
0,27 
0,27 
0 



0 
0 

0,02 
0,02 



O o 



la reduce ion 
las enzimas 



126+/-2 193+/-4 23S+/-4 

143+/-4 199+/-3 284+/-6 

124+/-2 174+/-4 254+/ T 3 

150+/-1 725+/ -6 318+/-5 



La clasificacion de los panes indicd que todos eran de calidad similar (Cuadro 
2). I 

CUADRO 2 

a-amilasa hongosa/a-amilasa bacterial 

u/g harina 

I7T7T5 0,27/0 0,27/0,02 0/0,02 



Cualidades externas (clasif. maxima) 

Volumen 10 
Simetria 5 
Color de la corteza 10 
Rotura y desmenuzamiento 5 

Cualidades externas 



Grano 
Textura 

Color de la miga 

Aroma 

Sabor 

Sensacion en la boca 



8,5 

4 

8 

4,25 



7,75 

7 

8 

4,25 



8,75 
4,25 
8 

4,25 



7,5 

4 

8 

4,25 



10 


7,5 
13 


7,5 


7,25 


7,25 


15 


12,5 


12,5 


12,5 


10 


9 


9 


9 


9 


10 


9 


9 


9 


9 


15 


13 


13 


13 


13 


10 


9 


9 


9 


9 
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EJEMPLO 2 

Los ingredientes, formulas y procedimientos de ensayo fueron identicos al 
ejemplo 1, excepto que en este caso el ablandador de miga (GMS-90) fue 
agreg'ado solamente donde se indica. 

En el ejemplo 2, las enzimas fueron de las mismas fuentes que en el Ejemplo 1; 
sin embargo, ambas enzimas fueron agregadas en forma de un polvo seco 
rociado. La relacio'n y dosis de la alfa-amilasa hongosa a la alfa-amilasa 
bacterial fueron las que se encontraron optimas en el ejemplo 1:0,27 unidades 
de alfa-amilasa hongosa/g de harina: 0,02 unidades de alfa-amilasa 
bacterial/g de harina. 

Los Cuadros 3 y 4 y la Figura 2 indican que la mezcla de enzimas solamente 
(sin el ablandador de miga) fue mas efectiva que el ablandador de miga en 
reducir el regimen de endurecimiento del pan sin ningun efecto negativo en la 
calidad del mismo. La adicidn del ablandador de miga con la mezcla de enzimas 
dio un pequeno beneficio adicional. 

CUADRO 3 

Firmeza de la miga 
Dias despues del horneado 
DfaT Dia A Dia 7 



Adicidn de GMS-90 Adicidn de enzima 

Ninouna Ninguna 166+/-3 305+/-7 36W-7 

n 9 c« Ninauna 155*7 -4 259*7-8 }j7+/-6 

^ S S£S SB* 



6~25 Mezcla 
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CUADRO 4 



Ab landador de mioa/Eozima 
Ninguno/ 0,23% Ninguno/ 0,25% 
ninguno ninguno mezcla mezc-a 



7,25 

a 

8 

4, 25 



8 

A, 25 
8 

A, 25 



9 
A 
8 

A, 25 



8 

A 

a 

A, 25 



Coalidades externas (clasif. maxima) 

Volumen ^ 
Simetrla 5 
Color de la corteza 10 
Rotura y desmenuzamiento 5 

Cualidades externas 

Grano 
Textura 

Color de la miga 
Aroma 
Sabor 

Sen sac ion en la boca 
' Habiendo establecido la naturaleza general y algunos ejenplos de la 
invencidn, el alcance se establece ahora «6s particulate en los titulos 

del apendice. 



10 
15 
10 


7,5 

12,75 

8,75 


7,5 
12,75 
9 


7,5 
12,75 
9 


7,5 
12,75 
9 
9 


10 
15 


9 

13 


9 
13 


9 
13 


13 


10 


9 


9 


9 


9 
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PFTV pJDICACIONES 

1. Una coraposici6n para retardar el endurecimiento de 
Broductos de panaderia horneados, CARACTERI Z ADA porque 
coinprende una enziiaa de alfa-amilasa fiingica dcidoestable y una 
enzima alf a-amilasa bacterial, en una properdin de 5 a 100 
unidades de alf a-arailasa de la enzima alf a-amilasa fiingica 
acidoestable, y de 0,5 a 10 unidades de alf a-amilasa de la 
enzima alf a-amilasa bacterial. 

2. La coiaposici6n de la reivindicaci6n 1, CARACTERI ZADA 
porque la enzima alfa-amilasa fiingica tiene una actividad 
6ptima a un pH de entre 3,0 y 5,0 a una teraperatura de entre 
60 y 75°C. 

3. La composici6n de la reivindicacibn 2, CARACTER1ZADA 
porque la enzima alf a-amilasa fiingica tiene una actividad 
dptima a un Ph de entre 5,0 y 7,0 a una temperature de entre 
100 y 110"C. 

4. La composici6n de la reivindicaci6n 3, CARACTERI ZADA 
porque el hongo es el Asperailli negro. 

5. La composicidn de la reivindicacidn 4, CARACTERI ZADA 
porque el Asperailli negro es seleccionado de un grupo que 
consiste en Aspergillus awamori , Aspergillus UsajtU/ Aspergillus 
niaer , Aspergillus sattoi . ft^i-gillus inui , A spergillus Wfeus 
y Aspergillus nakazawai . 

6. La composicidn de la reivindicacidn 1, CARACTERI ZADA 
porque la enzima alfa-amilasa bacterial est* derivada del 
P^cillus stearothermophilus . 

7. La composicidn de la reiyindicacidn 1, CARACTERI ZADA 
porque la alfa-amilasa bacterial est* derivada del Ba cillus 
stearothermophilus . 
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La composicion de la reivlndicacipn 5, CARACTERIZADA 



porque la alfa-amilasa bacterial estlr derivada del Bacillus 



stearothermophilus . 

9. La composicion de la reivindicaci6n 8, CARACTERIZADA 
porque Aspergilli negro es Aspergillus niger . 



89483 
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FI6.2 

500-1 




O O/O 

• 0.25/0 

□ 0/ 

■ 0.25/ 




